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【3】研　究　成　果
1)研　究　目　的
近年,腸管内で生育でき,生体に対して有用な生物活性を示す乳酸菌がプロバイ
オティツク乳酸菌と定義され　プロバイオティツク寧腰菌の人間に対する積極的利
用を目指し,乳酸菌の菌体または発酵生産物の生理活性について,国内外で活発な
研究が展開されるようになった. 1980年代後半より,食品が元来有する栄養(一次
機能)あるいは味覚(二次機能)機能に加え,新たに｢三次機能｣としてr生体調
節機能｣が注目され,人間の健康の維持および増進に寄与する三次機能を有する食
品として, 1991年より,厚生省認可制度の下, r特定保険用食品｣ (旧機能性食品)
が開発されるようになり,既に認可製品は, 100を越えている.食品が示す生体調
節機能には,様々な病原細菌･ウイルスの感染などにより起こる下痢症や,逆に便
通の悪くなる便秘症,さらに腹痛や鼓腸などを含めた症状の予防･治療効果を代表
とする整腸作用とともに,免疫賦活性,抗腫癌性,抗変異原性,血清コレステロー
ル低下作用,血圧低下作用など,宿主の生体調節･防御機構を,副生化する機能があ
げられる.現在,整腸作用･コレステロール値下作用･血圧低下作用を主体とする
特定保健用食品が,発酵乳あるいは乳酸菌飲料を中心に開発されているが,生体防
御に関わる免疫政利ヒ作用を有する食品の開発は今のところ実現していない.
我々は,従来より食品の三次機能に関心を持ち,特に発酵乳や乳酸菌の有する生
物活性について精力的に追求してきた.これまでの研究で,腸内乳酸菌アシドフイ
ラスグノレープが示す免疫賦活化作用として,リンパ球の幼若化活性およびマクロフ
ァージからのサイトカインの誘導等が明らかになった.その研究過程で,乳酸菌菌
体由来の細胞壁の他,菌体内核酸成分がその活性を示すことを見出した.これらの
ことは,腸内乳酸菌を免疫賦活化作用を有するプロバイオテイク乳酸菌として位置
づけるための基薩となるものと考えられ　プロバイオテイク乳酸菌を含む特定保健
用食品の開発が大いに期待される.
最近になって,微生物由来DNA中の特異的塩基配列鵡直接B細胞を,割引ヒす
るという報告がなされた.メチル化されていないCFGジヌクレオチドまたは化学
合成オリゴデオキシヌクレオチド(OGモチーフ)lもBリンパ球の増殖とIg分軌tL6,
lu2等のサイトカイン分畝NK細胞の溶菌活性の増強, lFN-γの分泌や各種疾病
に対する抗体産生アジュバント等,種々の免疫賦活化作用を持つことが解明されつ
つある. CGモチーフの持つ強力な免疫活性lも　また,ワクチン免疫応答に対する
有用性の可能性も示している.しかしながら, CGモチーフは大腸菌由来DNA中に
発見されたモチーフであり,細胞毒性が強いため,経口的に摂取される食品の開発
への応用はきわめて困難である.一方,アシドフイラスグループ乳酸菌lも腸内菌
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叢を形成する優勢菌種であり,従来より,乳業用乳酸菌として発酵乳製品などに広
く利用されている乳酸菌である.このことは,アシドフイラスグループ乳酸菌由来
の成分が高い安全性を持ち,食品開発への応用が容易であることを意味するもので
ある.
食品の三次機能はその機能性因子の分離および同定により初めて決定される.そ
こで,本研究では,アシドフイラスグループ乳酸菌を含む食品を特定保健用食品と
して位置づけるための基薩として,アシドフイラスグノレープ乳酸菌由来核酸成分の
腸管における免疫統御ヒ作用を解明し,その活性因子を同定することを目的とした,
2)研　究　実　施　計　画
本研究でlもアシドフイラスグノレープ乳酸菌が示す免疫賦活化作用を解明し,そ
の活性因子を同定することを目的とする.具体的な研究計画は以下のとおりである.
[平成9年度]
l.アシドフイラスグノレープ乳酸菌菌体および核酸成蜘ミ示す免疫賦活化作用.
L adtWA'ALSgTDuP乳酸菌16菌株より菌体および核酸成分を調製し,窃7BLJ6
およびBAu昨マウス由来の牌晩胸腺および′くイエル板由来り>Jく球に対する
幼君化活性を検討する.
2. LggkWn'由来DNAのリンl咽勅書化'%
Lgaswn'JCMl 131Tより染色体DNAを調製し,そのリンパ球幼若化活性を検
する. DNAが示す幼君化活性の特異性について,マウス肺臓細胞より,磁気細
胞分離システム(MACS)で分離した, TおよびB細胞を用いて検討する.
3.リンパ球の幼君化を誘導するDNAのクローニング.
Lgasem'JCMl131Tより染色体DNAを,各種制限酵素で消化後,生成DNA断
片のリン/咽と幼君化活性を検討する. Sau 3JU消化DNAより定法に従いDNA
断片をクローニングする. PCR法により埼幅したDNA断片をDNA血eとし,
マウス肺臓B細胞に対する幼君化活性を検討する.
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[平成1 0年度]
1.活性DNAdone中に存在するDNAモチーフの検索と活性DNAモチーフの同定.
リンパ球の幼若化活性を誘導する活性DNA血neの塩基配列を決定する.活性
DNA血1eの塩基配列間でホモロジー検索し,特異的塩基配列(モチーフ)を
解析する.モチーフを化学合成し,リンパ球幼君化活性を検討する.また,幼
君化活性の特異性についても検討する.
2.活性DNAおよびモチーフのリンパ球に対する結飽
活性DNAおよびモチーフのリンパ球に対する結合性について, RlラベJHヒ
DNAあるいはモチーフの競合試執こより検討し,スキヤチヤード分析を行う.
さらに, FrTCラベJHヒDNAモチーフを作成し,リンパ球と反応後,共焦点レ
ーザー顕敵鏡を用いて結合リンパ球を観察する.
3.活性DNAおよびモチーフのリンパ球における瀞生化細胞表面抗原の発現誘導
Bリンパ球において,活性DNAあるいはモチーフの刺激により誘導されるcm9
およびCD8引こついてフローサイトメトリーにより解析する.
4.活性DNAおよびモチーフの免疫担当細胞からのサイトカイン産生増強作用
マウス牌臓およびバイエル板細胞において,活性DNAおよびモチ-フの刺激に
より誘導されるサイトカインについて,サイトカイン産生遺伝子の発現を指標
としたFIT-PCR法により,その増強作用を検討する.
3)研　究　成　績
1.アシドフイラスグノレープ乳酸菌菌体および核酸成分が示す免疫献酬ヒ作用,
本研究ではLadtWuLLSグ)レー:樗L酸菌の免疫統御ヒ因子を検索し同定するこ
とを目的とし,まず始めに,上記乳酸菌菌体および核酸成分についてマウス各
種リンパ球に対する,割引ヒ活性を比較検討した.
[材料および方法]
1)供試乳酸菌
実験に使用した, Laa'tWuusグループ乳酸菌(Laa'ttd7uuS : AlグJレー1,
L軸血β l･ A2グ)レー1, La〝7ybwmLS : A3グノレー1, Lgalnrwm :舶ゲル
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17, LgaSSen': Blタ)レー1, LJ'd7nSmil': B2グ)レーj)の合計16菌株を使用
した(Talk 1).これらのうち, 5菌柵ま.hpn Cdk!C6m ofMiK7tXXganism (JCNL
和光市)より購入し, 5菌株は藤沢倫彦博士(神奈川県衛生研究所)より分譲さ
れ残りは当研究室において幼児あるいは成人糞便中より変法LBS agarを用い
て分離した菌株である.
Table 1. List of the Lactobacillus acidophilus Group Strains
Tested in this study
Strai ns Obtaind from Source
The A group
L.acl'dophilus (Al )
JCM 1132T
LA67
L. cn'spatus (A2)
F199
LA 87
LA135
L. amylovorus (A3)
JCM 1034
JCM
orlgnal
T. Fujisawa
originaJ
ordina一
JCM
JCM 2125　　　　　　JCM
L.gaNinarum (A4)
F 41　　　　　　　T.Fujisawa
The B group
L.gassen'(Bl )
JCM 1131T JCM
JCM 1025　　　　　　JCM
F191
ト63-1
LA 39
LA 158
LA 187
L.johnsonii (B2)
PN-Rト2-4
T. Fujisawa
T. Fujisawa
orlgmal
orlglnal
ongtnal
T. Fujisawa
Feces, human ･
Feces, human
Feces, human
Feces, human
Feces, human
tntestine, human
Intestine (adult)
Feces, chicken
Feces, human
Intestine, human
Feces, human
Feces, human
Feces, human (infant)
Feces, human (infant)
Feces, human (infant)
Feces, p唱
3)試料の調製
3-1)菌体の調製
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L aa'ddX'ALSグルー:碍L酸菌は, Lacd3eLdqi MRS Brdl (DikD kdxxabies)
で3回継代培養¢7℃ 24時間)後,遠心分離により集菌した.菌体はPBSで,
2回遠心洗浄し,さらに滅菌蒸留水で2回遠心洗浄後凍結乾燥した.菌体は無血
清RPM1-1640培地(日水製薬(秩) ,東京)に懸濁(1吋州)級, 56℃, 45分
間加熟し,菌体試料とした.
3･2) L a柳グノレー:稽L酸菌各菌株の染色体DNAの調製
L adtWA'AJSグループ乳酸菌菌株はそれぞれLacbdnj MRS Brdl (Dib
b蜘由S)で3回継代培養(37℃, 24時間)した後, 50mlのMRS加廿1に1%
播種し, 37℃で16時間培養した.培養液を遠心分離(6∝氾×g, 20分)で集菌
し, TE緩衝液で2回洗浄亀TE緩衝液(5.Omt)に再懸濁した.この菌液に,
リゾチーム(生化学工荒東京, 3伽砂州) , N-アセチルムラミダ｣ゼSG (生
化学工亀東京, 250JLgM)を加え, 37℃で10分間反応させた.反応後, 0.1M
Tris-1%SDS緩衝液(1伽11)を添加し,穏やかに擾拝した.これに,プロティナ
ーゼK溶液(20rTP, 150LLl, TaKhRa,京都)を加え, 37℃で一晩反応させ
た.反応後, 5M NaC)溶液C2.5m[)を加え,さらに100%エタノール(50ml)
を加えることにより,核酸を沈殿させた.生じた沈殿を滅菌したガラス棒を用
いて巻き取り, 70%エタノールでリンス後, TE緩衝液(10mJ)に溶解し,一晩
4℃下で完全に溶解させた.次に,核酸溶液にRNa*A (SJGMA, lhせ州, 1∝I
LLl)を加え, 37℃で60分間インキュベートした. 1/10量の5M NaCl (1rTd)お
よび等量の100%エタノールを加え,核酸を沈殿させた.生じた沈殿を滅菌ガラ
ス棒で巻きとり, 70%エタノールでリンス亀TE緩衝液C2mJ)に溶解した.以
上の操作でDNAが精製され4℃下で使用までの間保存した.
4)実験動物
SFXdc FXdh喝en be (SPF) C57BLJ6またはBALE昨マウス(Japn SLC,
Shizuoka, JaFnn)を用いた.いずれのマウスも5適齢の雄を購入し,飼料Fl (船
橋農場)および水を自由抜取させ,予備飼育を行い,実験には6_10週齢のマウ
スを用いた.
5)リンパ球の調製
5⊥1)肺臓由来リンパ球
C57BLPマウスを麻酔後脱血屠殺し,牌臓を摘出し,縦劃し細胞浮遊液を調製
した.肺細胞は遠心分離(1,300rTm, 5分間, 4℃)により回収し,混在する赤
血球を破砕した.ついで, 10%牛胎児血清(FCS)を含むRPM1-1640培地で,
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遠心洗浄(1,300lPm, 5分間, 4℃)した.洗浄した細胞は10%FCS含むRPM-
1640培地に懸濁させ,トリバンプJレー染色法により生細胞数を2×106 ceJ吋州に
調整し,肺臓細胞懸濁液とした.
5,2)胸腺由来リンパ球
C57BLJ6マウスを脱血屠殺晩,胸腺を摘出し,細胞浮遊液を調製した.胸腺細
胞は遠心分離(1,300qm 5分間, 4℃)により回収し, 10%FCSを含むRPM1-
1640培地で, 2回遠心洗浄(1,300rTm 5分間, 4℃)した,洗浄した細胞は10%
FCS含むRPM]11640培地に懸濁させトリバンプノレー染色法により生細胞数を
2×1げ任l即111に調整し,胸腺細胞懸濁液とした.
53)バイエル板由来リンパ球
BAL.ycマウス脱血屠殺した後,腸管(胃幽門部より直腸までを含む)を摘出
し, 10%ストレプトマイシン.ペニシリンを含むPBS (P17.3)中で洗浄後,バ
イエル板を剥離し,細胞浮遊液を調製した.細胞(趨ET分離(1,300rTm, 5分間,
4℃)にて回収し,無血清RPMl-1640培地で2回遠心洗浄(1,300rpm, 5分間,
4℃)した.洗浄した細胞は10%FCS含むRPM1-1640培地に懸濁させ,トリパ
ンブルー染色法により生細胞数を2×1げ伐l柳111に調整し,バイエル板細胞懸濁
液とした.
54)リンパ球幼君化活性試験
方法5-1-8)のように調製した細胞懸濁液を96穴マイクロプレート(浮遊培
養用, Uタイ1,住友ベークライト)に2×1辞任l恥にとなるように分注し, 3-1
-2で調製した試料を各穴に最終濃度が1-50LLが111となるように添加し, 5%
CO2, 37℃, 48時間培養した.陽性対照試料として, uTDFXdysa∝brkb (LB ;
EhlT m叫声nとして, SlGM心とCmQrnValinA (CmA ; T･伐tl m弛喝enとし
て, SLGNA)を用い,それぞれ捌払号20および2JLghTllになるように添加
した.培養終了16時間前に, PHTTtR (Me叫-Pq-dwTlidne, Amers旭rTb UK)
を9.25kBqNuen添加し,パルスラベルした.培養終了後,セ)レ＼-ベスター(LABO
MASH LM IOl･655, LRO SCIENCE CO., LTD.)を用いて細胞をグラスフィル
ター(U唱O M娼H LM101-10, LABO SClENCECO., LTD.)上に回収し,リン
パ球内に取り込まれたPHTTdlの量を液体シンチレーションカウンター(LS1801,
BeckrTWn)で測定した.
リンパ球幼君化活性は細胞の仰の取り込み量から,以下の式を用いて
Sfmuhtbn lrKJex (S.I.)を算出し評価した.
-91
S.I.=(00unb l驚r minute in t怜ateq - (00untS l驚r minub in tndQgrDurKD /
(00unts l駕r mblub in叫- (00unb fXr m'nub in tndgmurKD
また,同時に対照として用いたLPSおよびCon AのS.I.値を検討することで,
調製細胞中のB-およびT-リンパ球の応答が正常であるか否かを判断した.
56) S.I.値の有意差の検定
試験区の対照区に対する有意差rもSbdenrs t- bstを用いて検定した.
[結果]
1) Ladtkd7uuSグループ乳酸菌菌体および核酸成分のマウスリンパ球に対する
幼君化活性
LadtWuusグルー:持し酸菌16南棟の菌体,およびDNAのマウス牌晩胸
腺およびバイエル板リンパ球に対する幼若化活性を検討した.活性は,菌体は
100pghl濃度で,またDNA fも50pghl濃度で検討した.結果はFb.1-1-4に
示した.
Fig.1-1 Mitogenic Activity of L. acidophilus group
LAB to Murin Splenocytes.
I p<0.05,-　p<0.01,- - p<0.001
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1 -1) Ladd)Fh'Iusグループ乳酸菌菌体およびDNAのマウス肺臓リンパ球に対
する幼若化活性
La如血β LR7, LA135, La叩わtAmJSJCM 1034およびJCM2125, LgaseK!ri
LR9, L,A158, LA187,およびト63-1, Ljbhnsml1l PNIRi-24に,菌体による有
意な活性が認められた.各菌株間に大きな活性の違いは認められf, S.I.値は1 -
2程度であった(Fig.1 -1).
Sample
AI JCM1132T
LA67
JCM1 034
JCM2125
A4　　F4 1
S.I.
0　　　　　2　　　　　4　　　　　6　　　　　8
Fig.1-2 Mitogenic Activity of DNA from i.
acidophilus group LAB to Murin Splenocytes.
● pく0.05,-　p<0.01,- - p<0.001
DNAによる活性はほぼ同じS.).値を示し, Laa'tP'lusJCM1 132TおよびLA67,
L軸bs U唱7およびLA135, Laq血vmLS JCM 1034, Lgamr7arum F41,
LgEISNrfJCM1 131T, LR9, LA158, LA187および163-1, LJ'd7nSmliPN-Fli-2-
4の12菌株に,有為な活性が認められS.]個ま3.0-6.0であった(Fig.1-2).
1 -2) LadtWuusグノレープ夢L酸菌菌体およびDNAのマウス胸腺リンパ球に対す
る幼君化活性
菌体による刺激ではLadtWuus JCMl 132TおよびLA67, L軸山s LA87,
LA135およびF199, La叩わ1JmJSJCM 1034およびJCM2125, LgaWnarum F41,
LgEISek!n'JCM1025, JCM1131T, LR9, LA158, LA187, F191およびl･63-1,
LJ'd7rmmh'PN-Ril24において有為な活性が見られた(S.I.値=2.0-4.0).その活性
ー11 -
の程度は菌株間で異なっていた.
DNAによる刺激では, Laa'tP'Ius LA67, Lα細血β L,A135およびF199,
La叩わwmJSJCM2125, Lspswn'LA39, LA158, LA187, F191およびIl63･1,
LJ'd7nSmlt'PN-Ri-2･4により有意な活性が認められた(S.I.=1.5-2.5).特に,
LadtWuus LA67および, LJ'd7nSOVV'J'PN-Ri-214において,比較的高い活性が
認められた(S.l.司.2-4.6) (Fig.1 a).
Fig.1･3 Mitogenie Activity of DNA from L
acidophilus group LAB to Murin Thymocytes･
'p<　0.05,''p' 0.01,H p<　0.001
1 3) Lacyttd7uuSグノレープ乳戯菌菌体およびDNAのマウスバイエル板由来リン
パ球に対する幼君化活性
菌体による刺激では, LadtbFhuusJCM 1 132T, LA 67, Lm'qxZbs LA87, LA 1 35
およびF 199, LamybwmLS JCM l∝拘およびJCM 2125, Lgamnap7'um F 41,
Lspsem'JCM1131T, JCM 1025, F 191, 163-1, LA39およびLA158, LJ'd7nSOVy'J'
pN-Ri-24菌株が有意な活性を示したくS.L.4.0-6.5)(Fig.114).中でも,
La叩ゆtnmLS JCM 1034で最も高い活性が認められた(S.l.4.5).一方, DNAに
よる刺激では帆ほとんどの菌株で活性が認められず,わずかにLgelSNn'
JCM1131T , LA187,およびIl63-1に,有意な活性が認められた(S.I.=1.8-
2.4)(F垣.1 4).
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Fig.1･4 Mitogenic Activity of L acidophilus group
LAB to Murin Peyer's patch cells,
★            ★★            ★★★
p<0.05, p<0.01,　p<0.001
2. LgWti由来DNAのリン′喝劫若化活性
L gssen'はヒト腸管において優勢なアシドフイラスグJレー;樗L酸菌とされてい
る.そこで,実験1の結果から, Lggmn'の中で比較的活性の高かったLgwerl'
.N:Ml 131Tを選択し,そのDNA(DNA1 131)のマウス脚hリンパ球に対する幼君化
特性について検討した.
[材料および方法]
実鼓1の方法5-1)に従しⅦ卑臓細胞を調製した.牌臓細胞懸濁液を細胞分離用バ
ッファー(0.5%　BSA,2mM EDTArP喝で遠心洗浄(3,200rTm4℃,3分間)級,級
胞3×107celtsを20倍希釈ビオテンラベル抗マウスCD45R抗体100pl(CLJAG
Lab,EhdhgarT℃,CA)で4℃ 15分間反応させた.細胞分離用バッファーで遠心洗
浄(3,200qm4℃,3分間後, 200LLlの10倍希釈ストレプトアピジンーマイク｡ビ
ーズ(MHe叫　Bbtec Gm洲,GerTTnny)を4cc, 15分間反応させた.細胞分離用
バッファーで遠心洗浄(3,200rpm,4℃,3分間)級,細胞分離用バッファーに再懸濁
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し,ナイロンメッシュに通すことにより凝集した細胞を除去した. MACS(hJbgneljc
celT SorGng SysbrTbMittervi.Biobc GmtN,GerTTnny)に供し,ポジティブセレクシ
ョン用カラム(MS+PIS+orLS+NS+I,Mrb!nyi BkjLec GrTddl,GerTTnny)の吸着画分
をBリンパ球とした.また, Tリンパ球は,抗Thyl.2抗体を用いて同様に分離
した.得られたリンパ球を遠心分離(1,300叩5分間,4℃)により回収し, RPMト
1640(100ifCS)に再懸濁した. TおよびBリンパ球に対するDNAl131の幼君化
活性を測定した.
[結果]
肺臓細胞より磁気細胞分離システムを用いることにより,短時間にTおよびB
リンパ球を分離することができ,フローサイトメトリーによる解析の結果,共に
98%以上の純度であった. DNA1131の幼若化活性を検討した結果, Tリンパ球
に対しては反応せず, Bリンパ球に対して特異的に作用することから, DNA1131
は, BリンJ明と幼君化物質であることが判明した.この結果は. DNA1131が胸
腺由来リンパ球に対して幼若化活性を示さない結果(Fb.1･3)を指示するものであ
る.
3.リンパ球の幼若化を誘導するDNAのクローニング
DNA1131がBリンパ球の幼君化を誘導することが判明した.そこで, DNA1131
中に存在する幼君化活性DNAのクローニングを行った.クローニング方法の概要
はFb.3-1に示した.
[材料および方法]
1)染色体DNAの制限酵素処理
染色体DNAに各種制限酵素液量が反応系の10%以下となるように蒸留水,反応
系全体の1/10量の10×制限酵素緩衝液および制限酵素を加え,至適温度で1･2時
間反応させた.
2)アガロースゲルからのDNAの抽出
制限酵素消化DNAをアガロース電気泳動後, DNAを含むアガロースを切り出し,
DNAをフェノール.クロロホルム抽出,イソプロパノール沈殿, 70%エタノール
により調製し, TE緩衝液に溶解後,使用までの間4℃で保存した.
3)ライゲーション反応
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Amp
pUC119
3.20 kb
Sau 3N Sau 3AI
｣___｣
M13 prlmer M4 : GTTTr CCCAG TCACG AC
M13 prlmer RV: CAGGA AACAG CTATG AC
+
=itogenic activity
FIG･3-1 CIoningofMitogenic DNA from DNAl131
digested with Sau3AJ
ベクターとインサートDNAのライゲーションは, TaKaRa L帥l KitVer.2を使
用し行った.ベクター(50nglLLl)を, TE緩衝液を用いて,全量で5FLlになるよ
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うに, DNA溶液を調製した. 5FEl以下のときはTE緩衝液を加えて･ 5FL‖こした･
5min
30sec
30sec
30sec
8min
45cycl e
4,　　　　soak
Fig.3-2 PCR conditions
この, DNA溶液に, TaKaRaLjgatkn愉Ver･2のsdutkn l (5LLl)を加え･ 16000
分以上反応させた. 10FLlのライゲーシヨン反応液を用い, E･adl'DH5αにトランス
フォーメーションした.
4)インサート陽性コロ=-からのプラスミドの調製
トランスフォーメーションした菌液をX･GaIを塗り広げたLB平板培地に適当量
(100･500〟岬き, 37℃ 16時間培養し･ホワイトのインサート陽性コロニーから
アルか).SDS法によりプラスミドを調製した.
句PCR法によるインサートDNAの増幅
LgJB.en･ JCu 1 131T
Fig･3･3 Mltogenic Activity of Digested DNAs from L･gasseri
Jem 1131T toSplenocyteS　･･p<0･01 '''p<0･001
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PCR反応にlもyTaq DNA PobrTleraSe(TOYOBO CO,LTD,Osaka,JaFnn)および
その添付h他rを用い, PROGRAM TEMP CONTROL SYSTEM PCJOO(株式会社
アステック,福岡, JaFnn)で反応させた.プライマーおよび反応条件はTde.2に
示した. PCR産物は,一部をとってアガ｡-ス電気泳動に供し500tp以下の単一
のバンドをフェノール･クロロホルム抽出,クロロホルム抽出,エタノール沈殿,
70%エタノール洗浄後, DNA濃度が100ngrLL ‖こなるように滅菌蒸留水に溶解した.
これをDNAdoneとし,幼若化活性試験に供した.
[結果]
1) L a卿J'ALS glりuP乳酸菌由来DNAの幼君化活性発現における制勝肖
化の影響
各菌株DNAの制限酵素消化物の肺臓リンパ球に対する幼君化活性を測定した.
結果1 (F.q.1-2)で有意な幼君化活性の認められた, Lα和泊血β LA135, Lgmn'
B
Fig.3･4 Fractionatlon of E)NA1131digested with Sau 3Al and
their Mitogenic Activity
M; 1kbladder･1; Digested DNA･2; lkbp<･3; *p<o･05　･･p<0･01
500bpくく1 kbp, 4;く500bp
JCM1131T, LR9, LA158およびLA187, LPnsmlv'PN-Ri-24のDNAを,刺
限酵素, E∝Rl, Hx'dHおよびsaLBJUにより消化した.消化物について牌臓B
リンパ球に対する幼君化活性を検討した.その結果, LJ'd7mlv'PN-Ri-24のHX'dH
消化物以外は,すべてSJ.4.0以上の有意な活性を示した.特にLgaNn'
- 17-
JCMl 1 31 TのSaLBAJ消化物で高い幼君化活性が認められた(S.I.q5.8) (F由.3-司.
2)制限酵素消化DNAのアガロース抽出物の肺臓リンパ球に対する幼君化活性
比較的高い幼君化活性の認められた　LgaSSeri JCM 1 131TのDNA(DNAl 131)
の, SaLBAJ消化物を用いて,以下の実験を行った.消化物は,アガロ-ス電気
泳動後, 500tp以下, 500以上1日わ以下, 1日わ以上の3画分に分画し,ゲルよ
りDNAを抽出した(Fig.34).抽出されたDNAのマウス肺臓リンパ球に対する幼
若化活性は, 3画分共に有意であった(Fig.34).
3)インサートDNAの肺臓リンパ球に対する幼君化活性
インサート陽性コロニーよりプラスミドを調製し,それをテンプレートとして
PCRを行った. PCR産物lもアガロース電気泳動に供し, 500tp以下のDNA
断片についてフェノール抽出およびエタノール沈殿後,滅菌蒸留水に溶解し,濃
度を50fLghllにそろえて,幼君化活性試験に供した.
Fig.3-5 Mitogenic Activity of DNAclones Amprified by
PCR. ★p<0.05,★★p<0.01
その結果,単一のインサートDNAが得られPJC119のPCRコントロールに
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対してS.(.=2以上の有意な脚粒Bリン′咽幼君化活性認析陽性コロニー321個
中, 108個で認められた(結果の一部F垣.36).
4. Bリンパ球を津肘ヒするDNAモチーフの同定
DNA1131よりBリンパ球の幼君化を誘導するDNA cbneが得られた.そこで
有意な活性が認められたDNA cbneより,その活性を誘導する特異的DNA配列
(DNAモチーフ)を検索し,活性DNAモチーフを同定することを目的とし,以下
の実験を行った.
[材料および方法]
1)リンパ球の幼若化を誘導するDNAdmeの塩基配列決定
sequiherm EXCEL　Ⅱ T" Lmg-R飽dm Sequendng Kit-LC(EF太治rTter
Trcmdogy,M血n,USA)を用いたサイクルシークエンシング反応により行った･
すなわち, AJ,G,Cと記した0.5mlのマイクロチュ-ブにSequiherm EXCELⅡ-
LC Lmg-Read Termina触1 Mix AJ,G,Cをそれぞれ2JLlずつ分注した･そこに
9瓦　　　　5min
95t　　　　30sec
5 5t　　　　3 0sec
78　　　　60sec
4t soak
30cycl e
Fig.4-1 PCR conditions for cycle sequenclng
premix sdutbnを41Lげっ分注し, Fb.411に示した条件でPCR反応を行った.
サイクル終了亀各反応液に3〃lのS榔瓜dngEhJfferを加え,よく混合した.
95℃, 3分間加熟し,氷上で急冷した後, 12LLlをDNAシーケンサーM∝ね1
400OL(Lim,Ljnd,USA)にアプライした.チ-タ解析は, Image Arubsis
Versim2.10により行った.
2) Bリンパ球の幼君化を誘導する特異的DNAモチーフの解析
得られた塩基配列からGENEm-MAC(Sofbvare dewekqmn棚を用いて,
配列間のホモロジーを検索し,リンパ球幼若化を誘導する特異的DNAモチーフ
の検索を行った.
3) DNAモチーフの化学合成
高いホモロジーを示した塩基配列についてBリンパ球を幼君化するDNAモチ
ーフの候補を設計し,化学合成したオリゴヌクレオチドについて,幼君化活性を
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検討した.
oⅠ,-LGl; CTAATTAAAG OL-IJG2,･ TGATATAGA OL-LG3; TGAGAAA OlrLG4 ,･AAAAGGAA OL-LG5 ,.ATCAAGATAT
A-60　CTAATTAAAG
★★★★★★★★★★
A-43　CTAATTAAAG
★★★ ★★★★★
D-33　GTAAATAAAG
★★★★★★★　★
B-55　TTAATTAATG
★ ★★★★★★★
D-58　TTTATTAAAG
★★★★★★★★
F-29　TTAATTAAAA
★★★★　★★★
3　ATAaTAAAT
★★★★★★★★★
4　T ATATAGA A143
★★★★★★ ★★
A-43　TGATATT払　E-37
★★★★★ ★ ★
3　T ATAGAPA B-53
★★★★　　　★★★
D-22　TGATGAAGA D-42
★★★★   ★★★
D-39　TGATGAAGA B-55
★★★★★ ★★
E-29　TGATAAAGT C-24
★★★★★ ★★
B-55　AGATATTGA F-29
★★★★★★★
TGAGAAA
★★★★★★★
TGAGAAA
★★★★　★★
TGAG C姐
★★★　★★★
T AAAA
★★★　★★★
T TAAA
★★★★★★
T AGAAG
★　★★★★★
A GAAA
★★★★★★★★
D-58　AAAAGGAA
★★★★★ ★★
-60　AAAAGAAA
★★★★★ ★★
B-53　AAAAGA礼A
★★★★★　★★
B-55　PAAAGAAA
★★★★★★★
C-24　AAAAGGAT
★★★★★　★
3　PAAAGAAG
★★★★★ ★
F-40　AAAAGGAC
★★★★★★★★★★
A-60　ATCAAGATAT
★★★★★★★★★★
A-43　ATCAAGATAT
★★★★★★★　★★
D-33　ATCAAGA-AT
★★　★★★★★★
D-39　ATGAAGATAA
★★★★★★★
4　 GTAAGATAT
★★　★★★★★
D122　ATGAAGATGG
★★　★　★　★★★
D-42　ATGATGCTAT
oL-LG6; TTCCAGAATTA OL-Ⅰ.G7,･ TTTATTATAT OL-LG8 ; TAAATGGTT OL-LG9,･ TTTAAAT OL-LG1 0,. ATTTTTAC
★★★★★★★★★★★　　　　　　　　　★★★★★★★★★★　　　　　　　　　　★★★★★★★★★　　　　　　　　　★★★★★★★
A-43　TTCCAGAATTA A-60　TTTATTATAT A-43　TAATGGTT A-43　TTTAAAT
★★　★★★★★★★★　　　　　　　　　★★★★★　★　★★　　　　　　　　　★★★★★★★★　　　　　　　　　　★★★★★★
A-60　TTACAGAATTA　　　3　TTTATCAAAT　　　4　TAAATGGTA A-60　TTTAAAG
★★★★★★★★　★★　　　　　　　　　★★　★★★★★★　　　　　　　　　　　　★★★★★★★★　　　　　　　　　★★★★★★
E-　2　TTCCAGAAGTA Dl24　CTTTTTATAT D-58　GAAATGGTT　　　3　TTTAAAG
★★★★　　★★★★★　　　　　　　　　★★★★★★　　★★　　　　　　　　　★★★★★　　★★　　　　　　　　　★★★★★★
D-39　TTCCCTAATTA D-33　TTTATTTAAT　　　3　TAATATTT D-33　TTTAAAG
★★★★★★　　★★　　　　　　　　　★★★★★★★★　　　　　　　　　　　　★★★　★★★★　　　　　　　　　　★★★★★　★
3　CTCCAGAGATA D-39　TTTATTATCG D-22　TAACTGGTA E-　2　TTTAACT
★　★★★★★★★　　　　　　　　　★★★★★★★　★　　　　　　　　　　　★★★★★　　★★　　　　　　　　　★★★★★　★
D-22　AGCAAGAATTA D-58　TTTATTAAAG D-33　TAZATATTT B-55　TTTAATT
★　★★★★★★　　　　　　　　　　　★　★★★★★　★　　　　　　　　　★★★★★★★　　　　　　　　　　　★★★★　★★
D-33　ATCAAGAATTT　　　4　ATCATTATTT D-42　TAAATGGGG D124　TTTATAT
★★★★★★★★
168　AT TT AC
★★★★★★★★
230　 TT TAC
★★★★★★★
144　ATTTTTAG
★　★★★★★★
227　ACT T AC
★　★★★★★★
08　 GT TTAC
★ ★★★★★
201　ACTTTTAG
★★★★　　　★
141　 TT ACAa
Fig.412 High HoTTK)logous DNA Sequence in the Active DNAs
[結果]
高い活性を示した45のDNAdomについて塩基配列を決定した.得られた塩
基配列間でホモロジーを検索した結果, Fb.4-2に示した配列に高いホモロジーが
認められた.これらのDNAモチーフをOLILG1-0LLJGIOとし,化学合成した.
化学合成オリゴヌクレオチドの肺臓Bリンパ球幼若化活性を測定したところ,
5T-TTATTATATl3YOL-LG7)と5'-AmJC8T(OL･LGI O)の配列を持つDNAモ
チーフに有意な幼若化活性が認められた.その活性l頒終濃度1∝l〟 ghTdでそれ
ぞれS.I.-4.5, SJ.=3.5であった(Fig.43).一方,科学誌nahreに報告されたCF瓜
モチーフの一つ5'JTCJuCGIT18-を化学合成し,幼若化活性試験を行ったところ,
S.l.=6.5であった.
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Fig.413 Mitogenic activity of oligoDNAs to SpTenic B cells.
5.済性DNAおよびモチーフのBリンパ球に対する結合性
一般にリンパ球の幼若化が誘導されるためには,活性因子がリンパ球に結合す
ることが必要不可欠である.そこで, DNA1131より得られた活性DNA血neお
よびDNAモチーフのBリンパ球に対する結合性を検討した.
[材料および方法]
1)ランダムプライマ-法によるDNAdoneの【α⊥翌円aTPラベル
RtラベルfもTaKaRa Randml Pim忠r DNA htxBrrng kner.2を用いた.すなわ
ち, 25ngのDNAdoneを含む溶液に2FL lのRan血m Prin℃r溶液を加えて14IL I
に調製した.沸騰水中で3分間加熱後,氷中で急冷し, 5分間放置した. 10×Bufbr,
dNTP Mbdureをそれぞれ2.5LL I, 【α-32p]dCTP(50FL Ci ArTCrSbm,UPqを5FL l,
ExoJhe KkBnowFragrTlentl LL lを加え, 37℃で10分間インキ.1ベートした. 0.5M
EDTAを2.5JLl加え,酵素反応を停止した後,アクリルキャリアー3LLlを加え,
エタノール沈殿, 70%エタノール洗浄を行い,最終的に70〟lのH20に懸濁した.
反応液の一部をとり, DNAの比活性を測定した.
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2) DNAモチーフの51末端標識
10叩lのDNAモチーフを13〃tの滅菌蒸留水に懸濁した. 65℃, 10分間保
持した後,氷上に5分間放置した.これに2JL lの10×hJfFbr, [γ32ppTP(ArTCrS旭m
p旭rmada Bkdedl,UK)を加えよく混和した後, 1 FL lのT4fD帥ude曲
khaserraKaRa,KyotEOを加えた. 37℃, 30分間反応後,さらに1 FElの
T4FXdynuded由kblaSeを加え, 37℃, 30分間反応させた.沸騰水中で5分間加
熟し,酵素を失活させた後,氷中で急冷した.反応液の一部をとり比活性を測定
した.
3) DNAのBリンパ球に対する結合試験
牌臓　Bリンパ球を　5×106d帥[になるように　Comd蝕
medhJ叫1卿PMl1164qに懸濁した.細胞懸濁液を200FL lずつ1.5m]マイク
ロチューブに分注した.これに【α-qP]∝汀PラベルDNAdone(2ng)と
DNAckrle(101)JLg)を添加し,室温で1時間振とうした. PBS(10% S∝dlartXSe)
で遠心(10,000rTm,4℃,2分間)洗浄を2回行い,ペレットを得た.マイクロチュー
ブの底を切り取り,専用バイアルに入れ3mIの液体シンチレーター用カクテル
を加え,液体シンチレーションカウンターで細胞に吸着した【α⊥竿灯｢Pラベル
DNAdoneの量を測定した.得られた値をM弧Lband vcr.4.92で解析した.同様
の方法で合成オリゴヌクレオチドの付着性についても検討した.
[結果]
円邸)NAdmeおよび合成オリゴヌクレオチドは未標識DNAdcneまたは合成
オリゴヌクレオチドの濃度を上げるにつれ細胞への結合が減少した.未標識DNA
濃度と門司DNAの細胞への結合量との関係をM狐L軸nd ver.4.92で解析したと
1 4000
120 00
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3　800(
i
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勺や　㌔　sちゃ､や､ ㌔♂　8㌔gSPshQ
Unlabeled ONA lq sanTlb)
Fig･5-1 Binding of active DNAclone and motifsto splenic B
lymphocytes
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ころF由.5･1で示した曲線が得られた.また,グラフから解離定数KcLおよび最
大付着量Rを求めたところ, DNAdmeではKd=3.57, R=1,903, DNAモチーフ
ではK【巨42.9, R弓と865であった.また,共焦点レーザー顕微鏡による観察から,
活性DNAモチーフ(も大型Bリンパ球(pe-ac6vabd B任IDに結合する傾向が認
められた(Figふ2).
Fig.5-2 Binding of active DNA motifs to Large B ce"s
A: anti-CD45R antibody, B: FITCIDNA motif
6.活性DNAおよびモチーフのBリンパ球における浄財ヒ抗原の発現誘導
活性DNAおよびモチーフの刺激によりBリンパ球の幼君化が誘導されること
が明らかとなった.そこで,その発現機構を解明する一端として,活性化リンパ
球表面に早期に誘導されるCD69およびCD86の発現増強をフローサイトメトリ
ーにより解析した.
[材料および方法]
活性DNAdα1eおよびDNAモチーフについて,牌臓およびバイエル板Bリン
パ球におけるCD69およびcD86発現誘導能を解析した.すなわち48穴マイク
ロプレートに牌臓Bリンパ球懸濁液2×106任IIsNvenになるように分注し,
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DNAdmeまたは合成オリゴヌクレオチドを100FLghTIH=なるように添加し,全
量が250JLlの系で, 5%CO2, 37℃, 24時間培養した.培地にはRPMl_
1 640(1 0%FCS旬を用いた.遠心分鞄3200rpTl,4℃,3分間により細胞を回収し,
細胞分離用バッファーで逸Ll洗浄(3200rTm,4℃,3分間を行った. 10fLlの1 0倍
希釈CD69-F汀C溶液および1 0倍希釈CD86-PE溶液を加えよく混合し,遮光下
で4℃20分間反応させた.細胞分離用バッファーで遠心洗判3200rpTl,4℃,3分間
を行い, lrTdのシース,･35(FAGS Fkw,BECTON DJCK]NSOMに懸濁し,ナイロン
メッシュを通した亀FJ～CS dhrm M∝bI 3A(飴0011,D蜘nson,MA, USA)によ
り,細胞表面への抗体結合量を解析した.
CD69-F ITC
DNA clone
tn
■■■
lE
=l
ら
U
SP-声(CD69′貼).002. 
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00日Hi■岩1日川il岩2'川'li'63日""I 10 
CD69-FITC
Figl6-1 1nduction of CD69 0n splenic B lym帥ocytes
stimurated with DNAclone
[結果]
DNAdoneN0.4について肺臓Bリンパ球またlおiイエル板由来リンパ球に対す
るCD69(リンパ球漕肘ヒマーカー)およびcD86(Bリンパ球漕肘ヒマーカー)の誘
導能を検討した.肺臓Bリ>Jく球においてNo.4 (も対照としたdJCl19のPCR
産物に比べて牌臓Bリンパ球に対して2倍のCD69の発現を誘導し, 1.5倍の
CD86の発現を誘導した(Fig.611).また,バイエル板Bリンパ球においては牌臓
ほどではないが,有意な誘導が認められなかった.
DNAモチーフについて(もOL-LG7で検討し,牌臓Bリンパ球において1.7倍
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のCD69の発現を誘導し, 1.8倍のCD86の発現を誘導した(F由.6'2).また,バ
イエル板Bリンパ球においてもそれらの誘導の増強が認められた.
pUC119
P-t3(CD69/鮎).01 1
CD86-PE
DNA clon
SP -a(CD69 /モ姑).t)02
CD86-PE
Fig.6-2 Induction of CD86 0n splenic B lymphocytes
stimutated with DNAclone
7.活性DNAおよびモチーフの免疫担当細胞からのサイトカイン誘導
免疫細胞の活性化に伴い,種々のサイトカインが誘導され,一連の免疫応答を
制御することが知られている.そこで,活性DNAd(meおよびモチーフによる,
サイトカイン産生誘導を,遺伝子発現を指標とたRT-PCR法を用いて解析した.
[材料および方法]
1) DNAdmeまたはモチーフによる細胞刺激
6穴マイクロプレートに牌臓またlおiイエル板細胞懸濁液を5×1吋鳩目になる
ように分注した. DNAdmeまたはモチーフを100FLghllになるように添加し,
容量をlnlとして50JtO2, 37℃ 12時間培養した.陽性対照としてLPSとConA
を用いた.培養終了後直ちに細胞を1.5mlマイクロチューブに回収した.遠心分
鞄3200rTm,4℃,3分間により細胞を回収した.
2)刺激細胞からのtDtaI RNAの調製
浮遊細胞を回収し遠心後(3200rTm4℃,3分間), 1 rTdのTRIzoI R飽ge叫UFE
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TECHNOLOGIES R∝Mb!;MD,USA)を培養したマイクロプレートに加え5分間
放置することにより,底に付着した細胞を回収した.同TRIzd R飽gerdを先に回
収した細胞の入ったマイクロチューブに移しよく撹拝した後,室温で5分間放置
した.クロロホルムを200lLl加え,激しく撹拝した後3分間放置した.逸ET分離
後(15,000rFm4℃,15分間),水屑を新しいマイクロチューブに回収した, 500lL I
のイソプロピルアルコールを加えよく撹拝し,室温で10分間放置後,遠心分離
(15,000rpT1,4℃,15分間し,上清を除去した.冷75%エタノーJHRNase触e)汰
浄後風乾し,最終的に12〟lのDEPC一日20に溶解L RNAサンプルとした. RNA
は一部をとり電気泳動に供し, 18Sおよび28Sのバンドを確認した.
3) RewerW TranscriPim Pdym暇raSe dⅥin R飽Ctbn(RT-PCR)
RT-PCR反応には, Rea叶-TP･GO(RTIPCR EkndsAMERSHM PHARMAC)A
BlOTECH,UK)を用いた. RT-PCR Beadsの入った0.5m]マイクロチューブに反
応液を調製し, PROGFW TEMP CONTROL SJ6TEM PCJ00(株式会社アステ
ック,福岡, JAPAN)で反応させた.反応条件およびプライマーはF旬.7-1に示し
た.反応終了後,一部をとり3%アガロースゲル電気泳動に供した.増幅された
β-actin- F:TGTGA TGGTG GGAAT GGGTC AG- R:mGA TGTCA CGCAC GATTT CC
IL-1 α　- F:AAGTT TGTCA TGAAT GATTC CCTC
- R:GCTTC ACTAC CTGTG ATGAG T
IL-1 β　- F:CAGGA TGAGG AC♪JG AGCAC C
- R:CTCTG CAGAC TCAAA CTCCA C
IL-2　- F:GTCAACAGCG CACC CACTT CAAGC
- R:GCTTG TTGAG ATGAT GCm GAGA
IL-4　- F:ACGGA GATGG ATGTG CCAAACGTC
- R:CGAGT AATCC ATTTG CATGA TGC
IL-7　- F:GTCAC ATCATCTGAG TGCCA CA
- R:GTAGT CTCTT TAGGA AÅc/汀GCATC
lL10　- F:GTGAA GACTTCmCAAAC AAAG
- R:CTGCT CCACT GCCTT GCTCT TATT
IFN-α - F:GCTGC TTGGA ATGCA ACCCTC CTAGA C
- R:GACCA CCTCC CAGGC ACAGG GGC
lFN7　- F:TACTG CCACG GCACA GTCAT TGAA
- R:GCAGC GACTC c†m CCGCT TCCT
TNF-α - F:ATGAG CACAG AAAGC ATGAT C
- R:TACAG GCTTG TCACT CGAAT T
Fig･7-1 List ofcytokjne pnmers
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バンドからデンシトグラムを作成し, mRNAの発現をNIH lmage ver.1.61を用い
て解析した.また, S.1.値を以下の式に従い算出した.
sb'mub此れIrl由X=(也st cytDkhePst β 4Cbl)/lConbl qtokinePon廿PI β ,acBn)
[結果]
DNAdoneまたはモチーフ存在下で牌臓B細胞およびバイエル板由来細胞を12
時間培養した.各種サイトカインの発現量についてSJ.値を求めたところ,活性
DNAdoneではIFN-γ, TNF-α,また,活性DNAモチーフでlも肝N-α, TNF-
αにおいてその遺伝子発現の増強が認められた(Fig.7-2).
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with Mitogenic DNA clone or DNA motif
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4)ま　と　め
本研究の結果, L adtW^'ALS grtMP乳酸菌が示すリンパ球幼君化作用につい
て,その活性因子としてのDNAの本体を追求し,活性DNAをクローニングした.
さらに,活性DNA中のモチーフの幾つかを同定した.それらの活性DNAおよび
モチーフは, Bリンパ球に結合し活性化する他免疫担当細胞から種々のサイト
カインを誘導することが明らかとなった.
最近になって,微生物から昆虫に至るまで様々な生物のDNAが,活性の強さは
異なるもののBリン/喝勧若化活性を有することが報告された.このことはBリ
ンパ球の幼君化を誘導するDNAモチーフが単一ではなく,多様に存在することを
示している･ LAdぬdJus gmn'はLaa'ddWus grtNP乳酸菌の中でもAT含量
が特に高く,得られたモチーフも全てAT含量の高い配列を持っていた.このこと
からAT含邑またはATを配列中に含むモチーフが幼君化の発現に関連している
可能性力簡く示唆される. DNAモチーフの幼君化活性(もCFGモチーフほど強
くはないが, cFGモチーフとは全く異なる配列を持つモチーフで認められた.活
性DNAモチーフは特に大型のBリ>Jく球,すなわちPre,acdvated Bリンパ球を
活性化する他免疫担当細胞からのサイトカイン遺伝子の発現もCFGモチ-フと
は異なる傾向であった,これらのことは, LgaSSeVi由来DNAdoneおよびモチー
フがCF瓜モチーフとは異なるさ割判ヒ機構を持つこと示すものである.
本研究によりLahdrus ggkSSen'JCMl 131T由来DNA中に存在する新規な活
性DNAモチーフを同定することができた.また,このモチーフはBリンパ球幼若
化を始め, NK細胞マクロファージに対しても刺激し,各種サイトカイン産生を
増強する作用を有する事が示唆された. Lackbc軌修辞LSSen'はヒトの腸内で優勢
菌叢を形成しており,すでに発酵乳の製造にも応用されていることから,同菌は
CFGモチーフを含む病原細菌とは異なり,高い安全性を有している.これらの結
果はLahc靴店gasem'菌体もしくは菌内容物特にDNA)が腸管よりM細胞を
介してバイエル板に取り込まれ各種リンパ球を刺激することにより腸管免疫を
賦活化する可能性を示している.本研究の成果はLgasSen'を含む食品を腸管を介
する生体防御に寄与する新しし機能性の食品''生体防御食品(Eb-Debno∋ F00吋'
として位置づけるための基礎を築くものと考えられる.
-28-
TOUR ： Tohoku University Repository 
コメント・シート 
 
本報告書収録の学術雑誌等発表論文は本ファイルに登録しておりません。なお、このうち東北大学
在籍の研究者の論文で、かつ、出版社等から著作権の許諾が得られた論文は、個別に TOURに登録
しております。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TOUR 
http://ir.library.tohoku.ac.jp/ 
 
